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ABSTRAK 
 
Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi molekuler virus-virus influenza yang tidak dapat diidentifikasi dengan primer H5N1 sehingga perlu 
dilakukan identifikasi lanjutan dengan primer virus influenza lainnya untuk mengetahui jenis subtipe virus influenza yang bersirkulasi di lapang. 
Sampel yang digunakan adalah lima sampel cairan alantois (Kode B1-B5) yang diduga mengandung virus influenza selain virus H5N1. Metode 
yang digunakan pada penelitian ini adalah dengan reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) menggunakan beberapa set primer 
influenza dan konfirmasi dilakukan dengan pengurutan deoxyribonucleic acid (DNA). Dari hasil analisis RT-PCR dan pengurutan DNA 
menunjukkan bahwa sampel dengan kode B1 dan B2 menunjukkan homologi tertinggi dengan data virus yang terdaftar di GenBank (NCBI) yaitu 
dengan virus influenza subtipe H3 sedangkan sampel dengan kode B4 mempunyai homologi tertinggi dengan virus influenza subtipe H10. Dari 
identifikasi dan karakterisasi tersebut kemungkinan bahwa virus sampel kode B1 (A/Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009) dan (B2) 
A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009 adalah virus  (AI) subtipe H3 sedangkan sampel kode B4 (A/Chicken/Klungkung/ BBVD006-1/2010) 
adalah virus AI subtipe H10. 
____________________________________________________________________________________________________________________ 
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ABSTRACT 
 
This research aims to identify the molecular characterization of  influenza viruses that cannot be identified with H5N1 primers, so that it is 
necessary to further identify using other influenza primer to find out the influenza subtype virus circulated in the field. The sample used were five 
allantoic fluid samples (Code B1-B5) suspected contained influenza viruses but not H5N1. The method used in this study was RT-PCR using 
multiple primer sets then confirmed by deoxyribonucleic acid (DNA) sequencing. The analysis of reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and DNA sequencing showed that the code samples B1 and B2 show the highest homology with the data registered in GenBank virus 
(NCBI) that is H3 subtype influenza virus, while B4 code sample has the highest homology with the influenza virus subtype H10. The possibility 
of identification and characterization result of the virus sample B1 code (A/Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009) and (B2) 
A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009 was  (AI) virus subtype H3 while B4 code (A/ Chicken/Klungkung/BBVD006-1/2010) was the AI virus 
subtype H10.  
____________________________________________________________________________________________________________________ 
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PENDAHULUAN 
 
 Virus influenza adalah virus ribonucleic acid 
(RNA) berpolaritas negatif, termasuk famili Ortho-
myxoviridae yang diklasifikasikan menjadi tipe A, B, 
dan C berdasarkan pada mayoritas antigen protein 
internal yaitu nukleoprotein (NP) dan matrix (M). Virus 
influenza A adalah virus yang paling virulen dari tiga 
tipe infuenza tersebut dan dapat menyebabkan penyakit 
saluran napas dengan rentang gejala ringan sampai 
parah dan kadang fatal. Influenza A diklasifikasikan ke 
dalam beberapa subtipe berdasarkan antigenisitas 
kedua protein permukaan yaitu (HA) dan (NA). Protein 
permukaan virus yang telah diidentifikasi sampai saat 
ini terdapat sebanyak 16 subtipe HA (H1-H16) dan 9 
subtipe NA (N1-N9) (Rohm et al., 1996; Lamb dan 
Krug, 2001; Wright dan Webster, 2001; Fouchier et al., 
2005).  
 Virus influenza A dapat diisolasi dari berbagai 
spesies mahkluk hidup, seperti manusia, babi, kuda, 
unggas air, ayam, mamalia laut, dan unta (Webster et 
al., 1992). Di antara inang virus  (AI), unggas air 
merupakan reservoir dari virus ini. Berdasarkan studi 
yang dilakukan, diketahui bahwa semua virus yang 
bersirkulasi pada spesies hewan lainnya berasal dari 
unggas air (Webster et al., 1992).  Virus  highly 
pathogenic (HPAI) menyebabkan morbiditas dan 
mortalitas yang tinggi sedangkan semua subtipe virus 
dikategorikan sebagai low pathogenic (LPAI) 
menyebabkan gejala ringan atau tidak bergejala sama 
pada unggas yang terinfeksi (Alexander, 2000; 
Harimoto dan Kawaoka, 2001).  
 Pada akhir tahun 2003 dan awal tahun 2004, wabah 
virus HPAI H5N1 terjadi di peternakan ayam pada 
delapan negara di Asia (Li et al., 2004; Viseshakul et 
al., 2004), sedangkan di Indonesia diidentifikasi 
pertama kali pada akhir tahun 2003 (Dharmayanti et 
al., 2004; Wiyono et al., 2004). Virus ini telah menjadi 
endemik pada peternakan ayam dan menyebabkan 
penyakit zoonosis yang menular ke manusia termasuk 
di Indonesia (Hien et al., 2004a; Hien et al., 2004b; 
Chotpitayasunondh et al., 2005; Puthavathana et al., 
2005). Sejauh ini belum ada laporan yang menunjukkan 
adanya transmisi virus H5N1 dari manusia ke manusia, 
sehingga infeksi pada manusia masih berasal dari 
unggas yang terinfeksi virus ini sebelumnya.  
 Di Indonesia, virus influenza H5N1 telah menjadi 
endemis, dengan teridentifikasinya novel H1N1 pada 
manusia dan babi di Indonesia (Dharmayanti et al., 
2011). Bersirkulasinya virus H5N1 dan virus influenza 
lainnya memberikan peluang terjadinya reasortant 
antara virus H5N1 dengan virus influenza lainnya 
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seperti virus H3N2 sehingga kemungkinan akan 
menciptakan virus influenza baru yang patogenisitas-
nya belum diketahui. Pada penelitian ini diidentifikasi 
molekuler virus-virus influenza yang tidak dapat 
diidentifikasi dengan primer H5N1 sehingga perlu 
diidentifikasi lanjutan dengan primer influenza lainnya 
untuk mengetahui jenis suptipe virus influenza yang 
bersirkulasi di lapang. 
 
MATERI DAN METODE 
 
Spesimen 
Spesimen yang digunakan adalah cairan alantois 
seperti yang disajikan pada Tabel 1. 
 
Tabel 1. Sampel yang digunakan dalam penelitian 
Kode Nama virus 
Identifikasi 
dengan primer AI 
subtipe H5 
B1 A/Chicken/Buleleng/BBVD488-
9/2009 
Negatif 
B2 A/Duck/Tabanan/BBVD573-
10/2009 
Negatif 
B3 A/Duck/Buleleng/BBVD574-
10/2009 
Negatif 
B4 A/Chicken/Klungkung/BBVD00
6-1/2010 
Negatif 
B5 A/Duck/Tabanan/BBVD061018
3-3/2010 
Negatif 
 
Ektraksi RNA Virus dan RT-PCR  
 Qiamp RNA mini Kit (Qiagen) digunakan untuk 
mengektraksi RNA dari cairan alantois. Hasil ekstraksi 
selanjutnya digunakan sebagai cetakan dalam reaksi 
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) untuk mengidentifikasi subtipe virus AI. Primer 
yang digunakan untuk RT-PCR adalah primer H5, H3, 
dan H10 sesuai dengan petunjuk Lee et al. (2001). 
Pengujian sampel pertama dilakukan dengan 
menggunakan primer H5 kemudian dilanjutkan dengan 
primer H3 dan H10. Hasil amplifikasi positif yaitu 
menunjukkan pita amplikon sesuai Lee et al. (2001) 
dilanjutkan dengan pengurutan DNA. 
 
Pengurutan DNA 
 Amplikon positif dalam proses elektroforesis 
dipotong dengan tepat pada posisinya, kemudian 
dilakukan purifikasi dengan menggunakan QIA quick 
Gel Extraction Kit (Qiagen). Hasil purifikasi berupa 
deoxyribonucleic acid (DNA) dijadikan cetakan untuk 
reaksi PCR-sekuensing. Pengurutan DNA dilakukan 
dengan menggunakan reagen Big Dye Terminator 
Reaction Kit V 3.1 (Applied Biosystem) dan purifikasi 
hasil PCR menggunakan BDX Terminator (applied 
Biosystem). Pengurutan DNA dilakukan dengan 
menggunakan mesin Genetic Analyzer 3130 (Applied 
Biosystem).  
 
Analisis Hasil 
Urutan nukleotida hasil pengurutan diedit dan 
ditranslasikan dengan menggunakan program Bioedit 
dan Finch TV. Selanjutnya untuk mendapatkan 
konfirmasi terhadap hasil sekuen DNA, data nukleotida 
dimasukkan dalam BLAST search (NCBI) pada 
website www.ncbi.nlm.nih.gov. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 Dari hasil RT-PCR diketahui bahwa sampel kode 
B1 (A/Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009) dan  (B2) 
A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009 adalah virus AI 
subtipe H3 sedangkan sampel kode B4 (A/Chicken/ 
Klungkung/BBVD006-1/2010) adalah virus AI subtipe 
H10 (Gambar 1). 
 
M     1     2       3     4    5     6    7     8     9    10    11   12    13     14    15     K(-)      
 
Gambar 1. Hasil elektroforesis RT-PCR dengan primer H3, 
H5, dan H10 (1= A/Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009; 2= A/ 
Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009; 3= A/Duck/Buleleng/BBVD574-
10/2009; 4= A/Chicken/Klungkung/BBVD006-1/2010; 5=  A/Duck/ 
Tabanan/BBVD0610183-3/2010; 6= A/Chicken/Buleleng/BBVD488 
-9/2009; 7= A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009; 8=  A/Duck/ 
Buleleng/BBVD574-10/2009; 9= A/Chicken/Klungkung/BBVD006-
1/2010; 10= A/Duck/Tabanan/BBVD0610183-3/2010; 11= A/ 
Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009; 12= A/Duck/Tabanan/BBVD 
573-10/2009; 13= A/Duck/Buleleng/BBVD574-10/2009; 14= A/ 
Chicken/Klungkung/BBVD006-1/2010; 15= A/Duck/Tabanan/ 
BBVD0610183-3/2010; M= Marker; Primer H3: sampel No. 1-5; 
Primer H5: sampel No. 6-10; Primer H10: sampel No. 11-15) 
 
Hasil RT-PCR kemudian dilakukan pengurutan 
terhadap sampel B2 (mewakili subtipe H3) dan B4. 
Selanjutnya hasil analisis pengurutan DNA dimasukkan 
dalam NCBI melalui fasilitas BLAST untuk 
menghomologikan sekuen yang diperoleh dengan data 
urutan virus AI yang tersedia dalam NCBI. Hasil 
análisis BLAST menunjukkan bahwa sampel B1 dan 
B2 mempunyai homologi tertinggi dengan virus AI 
subtipe H3N8, sedangkan sampel kode B4 
menunjukkan homologi tertinggi dengan virus AI 
subipe H10N8 (data tidak ditunjukkan).  Translasi asam 
amino pada protein HA memperlihatkan tiga virus yang 
diidentifikasi sebagai subtipe H3 dan H10 merupakan 
virus LPAI karena tidak mempunyai multiple basic 
asam amino pada cleavage site protein HA seperti yang 
disajikan pada Tabel 2. 
Perbandingan urutan asam amino di alam antara 
virus AI avirulen dan virulen telah menunjukkan bahwa 
HA dengan cleavibility yang terbatas (tipe avirulen) 
biasanya mempunyai arginin tunggal (R) sedangkan 
tipe virulen dengan cleavability yang tinggi mempunyai 
rangkaian residu asam amino basa pada upstream dari 
cleavability site (Bosch et al., 1981). Sebagian besar 
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virus AI mempunyai R pada karboksil terminus dari 
HA1 dan glisin (G) pada amino terminus dari HA2, 
meskipun beberapa mempunyai lisin (K) pada posisi 
tersebut (Kawaoka et al., 1990; Gunther et al., 1993). 
 Dari hasil analisis pengurutan DNA menunjukkan 
bahwa sampel dengan kode B2 (A/Duck/Tabanan/ 
BBVD573-10/2009) menunjukkan homologi tertinggi 
dengan data virus yang terdaftar di GenBank (NCBI) 
yaitu dengan virus AI subtipe H3. Analisis filogenetika 
memperlihatkan bahwa dua virus AI subtipe H3 yang 
dianalisis dalam penelitian ini berkelompok dengan 
virus AI subtipe H3 asal Eropa (Gambar 2). Sampel 
Tabel 2. Urutan nukleotida dan hasil translasi asam amino sampel B2 dan B4  
Nama Sampel 
Sekuen asam amino di 
cleavage site HA 
Keterangan 
A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009 PEKQTR Low Pathogenic  (LPAI) 
A/Chicken/Klungkung/BBVD006-1/2010 PEIIQGR Low Pathogenic  (LPAI) 
 A/Korea/572/97(H3N2)
 A/Sydney/5/97(H3N2)
 A/Beijing/62/97(H3N2)
 A/Shangdong/9/96(H3N2)
 A/Beijing/244/96(H3N2)
 A/Tianjing/55/96(H3N2)
 A/Guanxi/189/96(H3N2)
 A/Hong Kong/358/96(H3N2)
 A/Kentucky/2/97(H3N2)
 A/Rhode Island/7/97(H3N2)
 A/France/75/97(H3N2)
 A/New York/37/96(H3N2)
 A/thailand/94/96(H3N2)
 A/Tasmania/1/97(H3N2)
 A/Victoria/47/97(H3N2)
 A/Pennsylvania/2/97(H3N2)
 A/Johannesburg/9/97(H3N2)
 A/California/13/96(H3N2)
 A/Minnesota/1/97(H3N2)
 A/New York/50/96(H3N2)
 A/Nanchang/813/95(H3N2)
 A/Bangkok/1/97(H3N2)
 A/Caracas/465/96(H3N2)
 A/Thailand/79/97(H3N2)
 A/Delaware/4/97(H3N2)
 A/Yokohama/68/96(H3N2)
 A/Delaware/3/95(H3N2)
 A/Louisiana/5/95(H3N2)
 A/Brazil/184/96(H3N2)
 A/Brazil/3/96(H3N2)
 A/turkey/England/1969(H3N2)
 A/swine/Inner Mongolia/547/2001(H3N2)
 A/teal/Germany/wv201r/01
 A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009 (H3)
 A/Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009 (H3)
 A/duck/Italy/194659/2006(H3N2)
 A/mallard/Switzerland/WV4060167/2006(H3N
 A/gadwall/Altai/1325/2007(H3N8)
 A/gadwall/Altai/1324/2007(H3N8)
 A/gadwall/Altai/1328/2007(H3N8)
 A/gadwall/Altai/1326/2007(H3N8)
 A/Hong Kong/434/96(H3N2)
 A/Yokohama/73/92(H3N2)
 A/Japan/416/97(H3N2)
 A/Paris/83/95(H3N2)100
100
100
84
72
88
94
71
69
100
73
78
94
66
98
71
71
64
69
0.05
Virus AI subtipe H3 
asal Indonesia
 
Gambar 2. Pohon filogenetika gen Hemaglutinin virus AI subtipe H3. Virus AI subtipe H3 asal Indonesia dalam kotak tertutup 
Jurnal Kedokteran Hewan NLP Indi Dharmayanti dan Risa Indriani 
 
 
21 
dengan kode B4 (A/Chicken/Klungkung/BBVD006-
1/2010) mempunyai homologi tertinggi dengan virus 
AI subtipe H10. Urutan yang dilakukan dengan 
cleavage site pada HA menunjukkan virus LPAI karena 
tidak mempunyai multiple basic asam amino. Analisis 
filogenetika memperlihatkan bahwa virus subtipe H10 
pada penelitian ini (A/Chicken/Klungkung/BBVD006-
01/ 2006) berdekatan dengan virus Indonesia lainnya 
yaitu A/Duck/Indonesia/Jakarta Utara/1631-29/2006 
yang juga merupakan virus subtipe H10 (Gambar 3). 
 Bersirkulasinya virus AI subtipe H10 telah 
diidentifikasi di berbagai negara seperti pada itik pekin 
di Afrika Selatan (Abolnik et al., 2010), ayam di 
Kanada (Senne, 2003), dan di Australia pada 
peternakan ayam pada tahun 2010, bahkan dilaporkan 
pekerja abattoir menderita conjuctivitis dan gejala 
infeksi saluran atas ringan (Arzey et al., 2012). Virus 
AI subtipe H10, biasanya tidak dikaitkan dengan gejala 
patogenesitas yang tinggi, namun pernah juga 
dilaporkan oleh Wood et al. (1996) bahwa virus subtipe 
H10 menimbulkan kematian yang cukup tinggi pada 
ayam percobaan yang diinfeksi intra vena. Di 
Indonesia, virus subtipe H10 pernah dilaporkan di 
GenBank, dan pada penelitian ini virus A/Chicken 
/Klungkung/BBVD006-1/2010 berkelompok dengan 
virus AI subtipe H10 asal Indonesia yang diisolasi pada 
tahun 2006.  
 Berdasarkan hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 
unggas yaitu itik dan ayam dapat menjadi inang dari 
virus  subtipe H3 dan H10. Hal ini sesuai dengan 
Webster et al. (1992) yang menyebutkan bahwa unggas 
merupakan inang dari virus  dari berbagai macam 
subtipe. Situasi endemis virus H5N1 di Indonesia dan 
ditemukannya virus subtipe lainnya yaitu subtipe H3 dan 
H10 menjadikan situasi virus AI menjadi lebih 
bervariasi. Bersirkulasinya virus AI dari berbagai subtipe 
memungkinkan terjadinya reassortant antar virus AI 
influenza sehingga menyebabkan munculnya virus AI 
dengan genetika yang berbeda dan kemungkinan dengan 
patogenisitas yang lebih patogen atau sebaliknya. 
 A/wild bird/Korea/A01/2011(H10N4)
 A/wild bird/Korea/A02/2011(H10N4)
 A/mallard/Korea/1203/2010(H10N8)
 A/mallard/Korea/1041/2010(H10N8)
 A/wild bird/Korea/A12/2010(H10N1)
 A/wild bird/Korea/A13/2010(H10N1)
 A/mallard/Korea/1242/2010(H10N6)
 A/wild bird/Korea/L110-3/2008(H10N4)
 A/wild bird/Korea/A323/2009(H10N1)
 A/wild bird/Korea/L110-2/2008(H10N4)
 A/mallard/Switzerland/WV1090023/2009(H10
 A/Duck/Indonesia/Jakarta Utara1631-29/20
 A/Chicken/Klungkung/BBVD006-1/2010 (H10)
 A/whistling swan/Shimane/468/1988(H10N4)
 A/fowl/Hampshire/PD378/1985(H10N4)
 A/mallard/Gloucestershire/PD374/1985(H10
 A/mink/Sweden/3900/1984(H10N4)
 A/mink/Sweden/1984(H10N4)
 A/chicken/Germany/N/1949(H10N7)
 A/quail/California/1022/1999(H10N7)
 A/chicken/California/755/1999(H10N7)
 A/shorebird/Delaware Bay/437/2008
 A/green-winged teal/California/JN1323/20
 A/northern shoveler/California/JN587/200
 A/mallard/California/K752/2006(H10N7)
 A/northern shoveler/California/JN950/200
100
53
68
100
100
100
100
100
85
78
52
55
100
100
63
95
95
100
93
97
0.02
Virus Klungkung/BBVD006-
1/2010 dan  Virus AI Subtipe 
H10 asal Indonesia
 
 
Gambar 3. Pohon filogenetika gen hemaglutinin virus  subtipe H10nesia dalam kotak tertutup 
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KESIMPULAN 
 
Hasil identifikasi dan karakterisasi pada penelitian 
ini menujukkan bahwa virus sampel kode B1 
(A/Chicken/Buleleng/BBVD488-9/2009) dan (B2) 
A/Duck/Tabanan/BBVD573-10/2009 adalah virus AI 
subtipe H3 sedangkan sampel kode B4 
(A/Chicken/Klungkung/BBVD006-1/2010) adalah 
virus AI subtipe H10. 
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